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RESUMEN

La identificacion de unidades de gestion demograficamente independientes es una de las principales metas de la gestion
de especies. Estudios previos sugieren que las orcas del estrecho de Gibraltar son genéticamente cercanas a las orcas de
las Islas Canarias. Sin embargo, hay una leve diferenciacion genética entre los individuos de Canarias y los de Gibraltar,
que puede ser resultado de un flujo histérico de genes ausente actualmente o migracion entre los grupos de Canarias y de
Gibraltar. En este estudio se presentan analisis de foto-identificacion y genotipos de los individuos para obtener el nivel
actual de flujo genético y migracion. Se analizaron 26.430 imagenes de aletas dorsales obtenidas desde 1999, mostrando
la presencia de 47 individuos diferentes en Gibraltar y 16 individuos en Canarias, sin ninguna recaptura. Con analisis en
Socprog, encontramos 5 pods diferentes en Gibraltar y 2 en Canarias. Las relaciones muestran un sistema social basado en
conocidos casuales y compafieros constantes. Los haplotipos de ADN mitocondrial se comparten entre todos los individuos
de un mismo grupo, pero difieren entre Canarias y el Estrecho, sugiriendo una estructura social matrilineal y que no existe
0 es minima la migracion entre los grupos. Los analisis de parentesco no detectan relacion cercana entre los individuos de
las Canarias y del Estrecho, sugiriendo un flujo genético bajo o inexistente. Los resultados sugieren que los individuos del
Estrecho son una unidad de gestion distinta, contribuyendo a la propuesta de creacion de un LIC en el estrecho de Gibraltar.

Palabras Claves: orcas, estructura de poblacion, unidades de gestion, estructura social.

ABSTRACT

Identifying discrete, demographically independent conservation units is a key goal for management. Previous genetic work
showed similarities between killer whales from the Strait of Gibraltar and the Canary Islands, but with a weak differentiation
between places. This could result from historic gene flow and an absence of contemporary gene flow or migration between the
Canary Islands and Gibraltar. Analyses of photo-identification and individual genotypes will assess the level of contemporary
gene flow and migration between groups. A total 026,430 dorsal fin images collected over 10 years were analyzed, showing
the presence of 47 different individuals in the Strait of Gibraltar and 16 individuals in the Canary Islands, with no matches
between areas. Group structure was analysed with Socprog, resulting in the identification of 5 pods in the Strait and 2 pods
in the Canary Islands. The temporal relationships were fitted to models calculating their lagged association rates resulting
in a social system based on Rapid Dissociation and Constant Companions and Casual Acquaintances. Mitochondrial DNA
haplotype was shared by all individuals sampled within each group (constant companions), but differed between the two
Canaries groups and between groups within the Strait (casual acquaintances), suggesting that social structure was matrifocal
and there was little or no migration between groups. Kinship analysis detected no close kin between Canaries and Gibraltar
individuals, suggesting low or no contemporary gene flow. The results suggest that the individuals from Gibraltar are a
distinct ‘conservation unit’, contributing to propose a SCI in the Strait of Gibraltar.

Keys Words: killer whales, population structure, conservation units, social structure.

INTRODUCCION

La identificacion y definicion de poblaciones o unidades de gestion es un paso clave para desarrollar politicas de conservacion
que sean capaces de mantener las diferencias intraespecifica (Margules y Pressey, 2000). Sin embargo, no es tan facil y
directa la definicion de una poblacion usando datos genéticos individuales, especialmente en poblaciones naturales donde
el aislamiento de individuos por la distancia, la endogamia o la filopatria social puede llevar a que la divergencia de locus
se encuentre en un equilibrio Hardy-Weinberg (Waples y Gaggiotti, 2006). Esto puede causar fallos a la hora de detectar
estructuras de poblaciones sutiles, como en el caso de poblaciones que han divergido recientemente, por lo que se ha planteado
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que la definicion de unidades de gestion o poblaciones no debe ser simplemente por descarte de panmixia (reproduccion
aleatoria entre individuos) dentro de una poblacion (Palsbell ef al., 2007; Taylor y Dizon, 1999; Taylor, 1997). Por lo tanto,
son necesarios métodos para distinguir entre flujo genético contemporaneo e histdrico para identificar poblaciones para su
efectiva conservacion y gestion (Palsbell et al., 2007; Taylor y Dizon, 1999; Taylor, 1997).

Durante el pasado siglo, Aloncle (1964) inform6 acerca de la presencia regular de orcas (Orcinus orca) en el estrecho de
Gibraltar. Recientes estudios han relacionado su presencia en la zona del estrecho de Gibraltar con la migracion del atin
1r0jo (Thunnus thynnus), su principal presa, restringiendo su distribucion al golfo de Cadiz en primavera y las aguas centrales
del canal del estrecho de Gibraltar en verano (Esteban et al., 2013). Estas orcas han sido propuestas para ser categorizadas
como una subpoblacion “En peligro critico” por ACCOBAMS y la UICN (Cafiadas y de Stephanis, 2006). Ademas en la
Comision Internacional Ballenera se ha recomendado que se disefie y se lleve a cabo un plan de conservacion para esta
subpoblacion tan pronto como sea posible. En 2011, el Ministerio de Agricultura, Alimentacién y Medio Ambiente catalogo
las orcas del estrecho de Gibraltar y del golfo de Cadiz como “Vulnerable” en el Catalogo Espafiol de Especies Amenazadas.
Actualmente un Plan de Conservacion para estas orcas esta siendo preparado en el Ministerio de Agricultura, Alimentacion
y Medio Ambiente. ACCOBAMS y UICN identificaron como una de las tareas prioritarias la de clarificar las relaciones de
estas orcas con otros grupos de orcas en el Atlantico Noreste (Cafadas y de Stephanis, 2006). Por otro lado, las orcas son
esporadicamente observadas en las aguas de las Islas Canarias, y pocos datos se han podido recoger de estos individuos.

Anteriormente Foote et al., (2011) determind el nlimero de poblaciones de orcas en el Atlantico Noreste usando 83 genotipos
multi locus. En su estudio se dijo que el nimero de poblaciones estimadas por el software STRUCTURE (Pritchard et al.,
2000) fue de k=5. Usando esta estima de k, los individuos muestreados en el estrecho de Gibraltar fueron asignados a una
poblacion diferente a los individuos muestreados en las Islas Canarias. Sin embargo, tras la realizacion de un test a posteriori,
como recomiendan Evanno ez al., (2005), sugiere que la mejor estima del numero de poblaciones es k=3. Bajo este escenario,
los individuos muestreados en el estrecho de Gibraltar y Canarias fueron asignados a la misma poblacién. Con lo que con
este estudio no quedo claro el grado de aislamiento de las orcas del estrecho de Gibraltar, que resulta ser una cuestion clave
para que sean clasificadas como poblacion en peligro critico por la UICN. Existe una alternativa a este tipo de modelos para
la definicion de las poblaciones y son los modelos basados en el parentesco, que son mejores a la hora de distinguir entre flujo
genético antiguo o reciente dentro de poblaciones sutiles como es el caso de estas orcas.

En este estudio pretendemos definir las unidades de gestion de estas orcas usando dos técnicas complementarias: primero
utilizaremos técnicas de foto-identificacion de marcas naturales para identificar la estructura social de estos individuos;
después, determinaremos el parentesco entre individuos usando genotipos multi locus para determinar su relacion entre
individuos semiresidentes en el estrecho de Gibraltar y aquellos muestreados en las Islas Canarias.

MATERIAL Y METODOS
Area de estudio
Los datos que se presentan en este estudio pertenecen a dos areas de muestreo proximas:

a) El estrecho de Gibraltar y sus aguas contiguas, que estan comprendidas entre la peninsula ibérica y el norte de Marruecos,
entre 5y 6° de longitud oeste. La batimetria del Estrecho esta caracterizada por un cafion central en direccion este-oeste con
aguas mas someras (200-300 m) en la parte atlantica y aguas mas profundas (800-1000 m) en la parte mediterranea.

b) Las Islas Canarias, que se encuentran aproximadamente a 400 km de la costa oeste de Africa en el Océano Atlantico. Estas
islas tienen una formacion volcanica y estan rodeadas por aguas profundas, con ausencia de plataforma continental. Estan
comprendidas entre 13-18° de longitud oeste.
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Foto-identificacion

Cuando las orcas fueron encontradas en las zonas de estudio, se tomaron fotografias de diferentes partes del cuerpo de
los animales: (i) la aleta dorsal, (ii) mancha ocular y (iii) la silla de montar que nos permiten identificar a cada individuo
basandonos en marcas naturales (formas, muescas o aranazos) (Bigg, 1982; Ottensmeyer y Whitehead, 2003). Los materiales
utilizados y la metodologia utilizada se encuentran previamente descritos en Verborgh et al., (2009). Con estas fotografias se
realizo un catdlogo de ambos lados; éste catalogo se encuentra disponible en Attp.//www.cetidmed.com.

Analisis de la estructura social

La fuerza de las relaciones entre individuos se calculd utilizando el half-weigth association index (HWT) (Cairns y Schwager,
1987; Ginsberg y Young, 1992). Se determind que un individuo estaba asociado a otro, basandonos en la pertenencia al
grupo, definiendo ésta como animales que se encuentran a menos de 10 cuerpos de distancia entre ellos y que tienen un
comportamiento similar y/o coordinado. Para evitar sesgo, las crias e individuos que murieron durante el periodo de estudio
fueron excluidos. Ademas solo se tuvieron en cuenta individuos que habian sido observados al menos durante tres dias
diferentes.

Calculamos la diferenciacion social (S) (valores < 0,3 = sociedades homogéneas, > 0,5 = diferenciadas, y > 2,0 =
extremadamente diferenciadas), y también calculamos la correlacion entre los indices de asociacion reales y estimados (r),
que es un indicador del poder de andlisis para detectar el sistema social real (1,0 = andlisis perfecto, 0,0 = inutil). Para
determinar que las asociaciones no ocurren al azar, realizamos un test de permutaciones (Bejder et al., 1998; Whitehead,
1999). El analisis de asociaciones se realizo utilizando el programa SOCPROG 2.4 (Whitehead, 2009).

Se realizo una red social ponderada definida por una matriz de los indices de asociacion, donde se muestran los individuos
(nodos) conectados por su HWI (vértices), usando el disefio de Kamada-Kawai (Kamada y Kawai, 1989). Utilizamos la
técnica de modularidad para evaluar la estructura de nuestra red social (Whitehead, 2008), que cuantifica la tendencia de los
nodos a agruparse ¢ identifica mejor la forma de dividir la red en grupos o manadas (>0.3 buena determinacion).

Muestras genéticas

Las muestras se recogieron de orcas en libertad del estrecho de Gibraltar y de la costa de Lanzarote en las Islas Canarias
usando una ballesta y dardos especialmente modificados para cetaceos (Palsbell ef al., 1991). También se incluyd una
muestra adicional de un individuo varado en el estrecho de Gibraltar. La extraccion de ADN, las amplificaciones y los
métodos secuenciales fueron anteriormente descritos por Foote et al., (2011). Los controles de region del ADN mitocondrial
(989 pares de bases) se secuenciaron para todas las muestras y los genomas mitocondriales completos fueron secuenciados
para un subconjunto de individuos mediante dos estudios previamente publicados (Foote et al., 2011; Morin et al., 2010).

Analisis de relacion genética

Hemos estimado la diferenciacion genética entre las muestras del Estrecho y las de Canarias para las frecuencias alélicas de
los 7 loci de cada individuo utilizando F . de Weir and Cockerham (1984) calculados en el programa FSTAT 2.9.3 (Goudet,
1995) y se estimaron los intervalos de confianza del 95% con 15.000 replicaciones mediante bootstrap. Se estimo el flujo
genético a corto plazo m (en las pasadas 1-3 generaciones) utilizando el programa BAYESASS+ (Wilson y Rannala, 2003).
Probamos si existio un cambio reciente en el tamafio de la poblacion efectiva para los grupos del Estrecho utilizando el
programa BOTTLENECK (Cornuet, y Luikart, 1996; Piry ef al., 1999). El test se realizd con dos modelos diferentes de
mutacion de evolucion de los microsatelites: el modelo de alelos infinito y el modelo de escalonado de mutacion.
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Figura 1: Red social de las orcas del estrecho de Gibraltar (manadas A1, A2, B, Cy D) y las Islas Canarias (E). La anchura de los

vértices viene determinada por el HWI entre individuos, vértices negros entre individuos de la misma manada, y vértices grises entre

individuos de distintas manadas. Los nodos cuadrados indican animales que interaccionan con pesquerias y nodos circulares indican
animales que no interaccionan.

Estructura social y relacion genética

La comparacion de las relaciones genéticas entre individuos genotipados fue estimada utilizando el método descrito en
Queller y Goodnight (1989) comparando las frecuencias de los alelos con el programa RELATEDNESS (Goodnight y
Queller, 1998). Para encontrar una correlacion entre la estructura social y la relacion genética se us6 un test de Mantel
(Mantel, 1967), entre la matriz de asociacion (HWI) y la correspondiente matriz de comparacion entre estimas de la relacion
genética. La matrizde HWI también fue correlacionada con la matriz de comparacion de haplopitos de ADN mitocondrial.
El valor estadistico de las correlaciones se obtuvo con 10.000 permutaciones aleatorias (Schnell ez al., 1985) en SOCPROG.
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RESULTADOS

Un total de 20.617 fotografias se analizaron, representado 25.473 identificaciones de orcas (una imagen puede contener varios
individuos). Cuarenta y siete individuos de orcas fueron identificados dentro de la zona de estudio del estrecho de Gibraltar en
101 periodos de muestreo. Veintiocho de los individuos identificados fueron utilizados para los analisis de estructura social
después de aplicar las restricciones anteriormente descritas, y 11 individuos fueron muestreados mediante biopsias para su
estudio genético. Del tinico avistamiento del que se disponen fotos de orcas de Canarias se pudieron identificar 16 individuos
y muestrear mediante biopsias a 9 individuos. No se encontraron recapturas con ninguno de los individuos identificados entre
el estrecho de Gibraltar y Canarias.

Analisis de la estructura social

La estructura social de las orcas fue extremadamente diferenciada (S=3,01+ s.e. 0,17), la estima de la correlacion entre las
estimas de asociacion real y estimada indican una buena representacion de la estructura social real (=0,97+ s.e. 0,03). Los
test de permutaciones nos indican que nuestros datos no son aleatorios (p=1).

Figura 2. Regiones control de los haplotipos de ADN mitocondrial. Cada circulo

indica la presencia de un haplotipo. El tamaifio de los circulos indica el niimero de

individuos en cada haplotipo. Cuando dos manadas estin unidas significa que
comparten un haplotipo.
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En la Figura 1 podemos apreciar como tenemos una estructura
social claramente diferenciada y, sobre todo, cémo los individuos
de Canarias se separan perfectamente de los del Estrecho. La
modularidad obtenida es de 0,54 dandonos 6 manadas claramente
diferenciadas.

Analisis genéticos

La diferenciacion genética entre los grupos del estrecho de
Gibraltar y el de las Islas Canarias fue relativamente baja (F,,=0,08,
95%IC:0,01-0,15). Las tasas de dispersion recientes (m) estimadas
por BAYESASS sugieren un flujo unidireccional de genes con un
nivel estimado muy bajo de dispersion entre las Islas Canarias y el
estrecho de Gibraltar m=0,05 (S.D.=0,04), comparado con el de
los grupos del Estrecho hacia Canarias m=0,21 (S.D.=0,12). Pero
el arbol de genomas completos de haplotipos nos sugiere también
diferentes grupos dentro de las orcas del Estrecho (Figura 2). Ademas
al analizar el ADN mitocondrial encontramos claras diferencias
entre las orcas de Canarias y ciertos grupos de orcas del estrecho de
Gibraltar (Figura 3).

Usando los 19 loci, los resultados de BOTTLENECK fueron

marginales para determinar si los grupos del estrecho de Gibraltar

han sufrido un reciente cambio en el tamafio de la poblacion efectiva. Figura 3: Arbol de genomas completos de haplotipos

Bajo el modelo de alelos infinitos hubo un exceso de heterocigosidad =~ mitocondriales. La longitud de las lineas muestra la
.o . _ . . - . diferencia entre los genomas completos de cada manada.

significativo (p=0,013) sugiriendo una reduccion reciente en el

tamafio de la poblacion excesiva. Sin embargo, este no fue el caso

para el modelo de mutacion escalonado (p=0,483) y la distribucion de frecuencias de alelos tuvo una distribucion normal en

forma de L que podria esperarse para una poblacion que esta bajo el equilibrio de mutacion-deriva.

Estructura social y relacion genética

Se encontro correlacion para la matriz de ADN mitocondrial y la matriz de comparaciones de relacion genética con la matriz
de HWI (Tabla 1).

DISCUSION

En este estudio hemos encontrado que las orcas del estrecho de Gibraltar y de las Islas Canarias tienen un tipo de estructura
social no aleatoria y bien diferenciada, ya que tenemos grupos de orcas estables en el tiempo. En el caso del estrecho de
Gibraltar tenemos 5 manadas diferenciadas de orcas, y en las Islas Canarias una sola (Figura 1), algo normal dado que solo
tenemos un avistamiento en el archipiélago.

A nivel genético hemos encontrado poca diferenciacion genética entre las orcas del Estrecho y Canarias, pero es comparable
con aquellos encontrados en poblaciones de orcas que cohabitan en aguas del Pacifico entre las Residentes del norte,
Residentes del sur de Alaska y las del noreste (Barrett-Lennard, 2000). Este valor puede ser que esté inflado porque se
muestrearon varios individuos del mismo grupo matrilineal (Foote ef al., 2011). También puede deberse a que las orcas de
Canarias y las del Estrecho hayan divergido recientemente y que todavia no sea posible detectar esta diferencia genética,
ya que se necesita un gran nimero de generaciones para que se note un incremento tras la fragmentacion entre poblaciones
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(Palsbell et al., 2010). Se ha detectado un flujo genético muy bajo entre las orcas de Canarias y del estrecho de Gibraltar, pero
si observamos el diagrama de las regiones control de haplotipos de ADN mitocondrial entre las manadas definidas (Figura
2), vemos como todos los grupos del Estrecho comparten el mismo haplotipo 3 a excepcion de D, que comparte el haplotipo
2 con las orcas de Canarias. Eso sugiere que no hay migracion permanente al menos entre todos los grupos del Estrecho (a
excepcion de la manada D) y las orcas de Canarias. El arbol de genomas completos de haplotipos mitocondriales (Figura
3), refleja la misma estructura que la red social y nos sugiere que las manadas encontradas por la modularidad son grupos
matrifocales. Hemos encontrado correlacion tanto entre la estructura social y la relacion genética como entre la estructura
social y los haplotipos del ADN mitocondrial (Tabla 1).

RELACION GENETICA ADN MITOCONDRIAL
TEST DE MANTEL 0,199 (P=0,04) 0,274 (P<0,01)

Tabla 1. Correlacion entre la estructura social y los datos genéticos de parentesco.

Ademas de todas estas diferencias sociales y genéticas entre las manadas de orcas definidas en este estudio, ya se tenia
constancia de diferencias ecoldgicas entre ellas: (i) todos los individuos dentro de las orcas del Estrecho han sido observados
durante la primavera persiguiendo atin a grandes velocidades aproximadamente durante 30 minutos, hasta que lo capturan
(Guinet et al., 2007), pero solo los grupos Al y A2 (Figura 1) han sido vistos interaccionando con la pesqueria de palangre
de atin durante los meses de verano (de Stephanis ez al., 2008); (ii) por otro lado, los analisis de is6topos estables realizados
para determinar su dieta nos muestran que todos los grupos descritos en el estrecho de Gibraltar se alimentan principalmente
de attin, excepto el grupo D que se alimenta también de otras especies de peces (Garcia-Tiscar, 2009).

Todos estos datos nos sugieren que (i), por un lado, es importante la definicion de las unidades de gestion no solamente
por criterios genéticos, sino sociales y ecologicos; (ii) que existe dentro de las orcas del estrecho de Gibraltar un grupo que
posiblemente se encuentra genéticamente aislado del resto de poblaciones del Atlantico Norte, y (iii), que dentro de las orcas
analizadas en este estudio tenemos al menos dos unidades de gestion, por un lado el grupo D del Estrecho con las orcas de
Canarias y por el otro el resto de orcas del Estrecho. Ya que estas dos unidades de gestion presentan diferencias ecologicas,
sociales y genéticas importantes, puede que estén atravesando diferentes amenazas (como el declive de su presa principal o
la interaccion con la pesqueria) que les puede llevar a diferentes trayectorias demograficas, las cuales estarian enmascaradas
si se consideran como una simple unidad de gestion. Por ejemplo, dos poblaciones pueden ser identificadas y gestionadas
como una sola unidad usando criterios genéticos por el descarte de panmixia debido a su flujo genético histérico. Si la actual
migracion genética entre estas dos poblaciones es baja y las tasas de mortalidad por fuentes antropogénicas son altas en una
de estas poblaciones, el nivel de reclutamiento puede caer por debajo de la tasa de supervivencia llevando a un declive de esta
poblacion e incluso a la extincion (Taylor, 1997).
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